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(54) Implantat mit poroser Proteinmatrix und Verfahren zu seiner Herstellung 



(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung eines Implantats, wobei das Implantat eine struk- 
turierte Fremdstruktur aufweist. In der strukturierten 



Fremdstruktur ist eine porose Proteinmatrix zumindest 
teilweiseverankert, wobel die porose Proteinmatrix eine 
gerichtete Porenstruktur besitzt. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Implantat sowie ein 
Verfahren zu seiner Herstellung. 
[0002] Implantate und Verfahren zu ihrer Herstellung 
sind aus dem Stand derTechnik vielfach bekannt. 
[0003] Implantierbare Strukturen in Kombination mit 
Zelien finden ihre Anwendung vor allem im Gebiet des 
Tissue Engineering, einem interdiszlplinSren For- 
schungsgebiet, das sich mit Methoden und Materialien 
zur Herstellung von "kunstlichen" Gewebe- und Organ- 
systemen befaBt. So k6nnen kunstlich hergestellte Im- 
plantate z.B. als Haut-, Knochen-, Knorpel-, Linsen- 
oder GefaBersatz Anwendung finden. 
[0004] In der GefdBchirurgie werden kleinlumlge Im- 
plantate vor allem dann eingesetzt, wenn die kdrperei- 
genen GefaBe eines Patienten nicht verwendbar sind. 
Dies ist z.B. der Fall, wenn eine spezifische GefdBISnge 
bendtigt wird, Oder wenn die autoiogen GefaBe auf- 
grund pathophysiologischer Eigenschaften nicht ein- 
setzbarsind. Hier kommen GefaBprothesen aus Kunst- 
stoff zum Einsatz, wobei vor allem Kunststoffe, wie z.B. 
gewirkte Faden aus Polyethylenterephthalat (PET), 
(Handelsname: Dacron), oder aus expandiertem Poly- 
tetrafluorethylen (ePTFE) verwendet werden. 
[0005] GefaBimplantate aus diesen Kunststoffen wer- 
den bevorzugt verwendet, da sie vorleilhafte strukturelle 
und biokompatible Eigenschaften besitzen. So kann ei- 
nerseits umliegendes Gewebe einwachsen, anderer- 
seits darf durch die Poren kein Blutplasma austreten. 
Dies wird bei den ePTFE-lmplantaten durch die einge- 
stellte GroBe der Poren erzielt, w§hrend gewirkte 
PET-lmplantate durch eine Beschichtung mit resorbier- 
baren Materialen wie z.B. Kollagen oder Gelatine impra- 
gnlert werden. Nach Implantation wird die Beschichtung 
in dem MaBe resorbiert, indem das umliegende neu ge- 
bildete Gewebe in die porose Kollagenschicht ein- 
wachst. 

[0006] Werden einseitig auBen kollagenbeschichtete 
Kunststoffe verwendet, besteht z.B. bei kleinlumigen 
GefaBprothesen die groBe Gefahr, daB durch die frei- 
liegende Fremdoberflache des innenlumens die Blutge- 
rinnung induziert und das implantierte GefaB sehr 
schnell verschlossen wird. Denn insbesondere der Kon- 
takt von langsam strdmenden Blut mit kunstlichen Ober- 
flachen kann zur Aktivierung des Gerinnungssystems, 
des Komplementsystems und des Immunsystems fuh- 
ren. 

[0007] Somit konnen solche Prothesen nicht im Be- 
reich kleinlumiger GefaBe (0 < 6 mm) verwendet wer- 
den, da hier die Gefahr eines schneilen Gef&Bver- 
schlusses besteht. 

[0008] Weitergehende Ansatze zur Vermeidung von 
Blutgerinnung gehen dahin, die beschichteten Implan- 
tate mit Zelien, wie z.B. Endothelzellen oder Fibrobla- 
sten, zu besiedeln. 

[0009] Endothelzellen kleiden die Oberflfiche der 
menschlichen BlutgefaBe aus. Die Besiedelung des Lu- 
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mens von GefaBprothesen mit Endothelzellen bietet 
dem strdmenden Blut eine Oberfl&che mit deutlich re- 
duzierten gerinnungs- und komplement-aktivierenden 
Eigenschaften. Die Kokultivierung von GefaBprothesen 
5 mit Fibroblasten und Endothelzellen - wie z.B. in der 
PCT 98/01782 gezeigt - ermoglicht ein verbessertes 
Einwachsen des Implantats in das umliegende Gewebe 
sowie eine Stabilisierung der Endothelzellschicht im In- 
nenlumen. 

10 [0010] Somit ist die Interaktion der verschiedenen 
Zellarten, die beispielsweise in naturlichen Gef§Ben 
vorhanden sind, Kir die Funktionalitat der Implantate be- 
deutend. Neben einer hohen Biokompatlbilitfit muB 
auch gewfihrieistetsein, daBdieStrukturdes Implantats 

15 an die Anforderungen von verschiedenen Zelien ange- 
paBt ist. 

[0011] Ein weiterer Entwicklungsansatz ist die Ver- 
wendung von azellularisierten GefSBen tierischen Ur- 
sprungs. In der US 5 699 936 werden diese GefaBe 
20 nach dem Entfemen ihrer zellularen Bestandteile mit 
autoiogen Zelien besledelt und anschlieBend implan- 
tlert. 

[0012] Einen besonderen Nachteil dieser Entwicklun- 
gen stellt dieTatsache dar, daB die Implantate nicht dem 

25 Patienten angepaBt hergestellt werden k&nnen, son- 
dern in bezug auf Lange und GroBe des GefaBes durch 
das Spendertieryorgegeben sind. Des weiteren sind die 
Risiken einer Krankheitsubertragung durch Viren oder 
Prionen uber solche Gewebe nicht vollstandig geklart. 

30 [0013] Ein weiterer Nachteil besteht darin, daB es 
nicht mdglich ist, in ein derart hergestelites Implantat zur 
Erhohung der StabilitSt eine zusatzliche StQtzstruktur 
einzubetten. AuBerdem sind azeliularisierte Strukturen 
nur bedingt lagerbar. Die neue Diskusslon im Bereich 

35 der Xenotransplantate fuhrt femer dazu, daB technisch 
hergestellte GefaBprothesen bevorzugt werden. 
[0014] Neuere Versuchsansatze gehen dahin, voll- 
standig resorbierbare Implantate zu entwickeln, die aus 
Kunststoffen wie Polyglykoisaure oder Potylactid beste- 

40 hen. Diese Kunststoffe werden im Rahmen der Wund- 
heilung durch kdrpereigenes Gewebe ersetzt. Ein Vor- 
teil dieser Implantate besteht darin, daB die Materialien 
vollstandig regenerieren und keine Kunststoffe im Kor- 
per verbleiben, die Infektionen hervorrufen kdnnen. 

45 Nachteile dieser Implantate sind die Beeintrachtigung 
des Zellwachstums wfihrend der Resorption z.B. durch 
eine pH-Wert-Verschiebung beim Abbau von Polylactid 
sowie die schwierige Steuerung der Gewebeneubil- 
dung, da eine fruhzeitige Resorption zu einem Implan- 

50 tatversagen fuhren kann. 

[0015] Aus der WO 00/47129 ist ein Verfahren be- 
kannt, mittels einer Schablone eine resorbierbare Mem- 
bran herzustellen, die eine dreidimensionale Struktur 
besitzt. Die Membran kann dabei auch aus nicht-resor- 

55 bierbaren Kunststoffen gefertigt werden und gegebe- 
nenfalls mit einer Proteinmatrix beschichtet sein. 
[0016] Dieses Verfahren hat den Nachteil, daB die 
Herstellung der dreidimensional-strukturierten Mem- 
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bran sehr aufwendig ist. So mussen zuerst die Schablo- 
nen fur die Jeweils benotigten unterschiedlichen Mem- 
branen gefertigt werden, bevor die Stutzstruktur seiber 
produziert werden kann. 

[0017] Die US 4 787 900 offenbart ein Verfahren, bei 
dem eine innere Struktur aus einem resorbierbaren Ma- 
terial mlt einer auBeren Schicht aus einem ebenfalls ab- 
baubaren Material beschichtet wird. Beide Schichten 
kdnnen dabei jeweils mit Zellen besiedett sein. Nachtel- 
lig bei diesem Verfahren ist dieTatsache, daB die auBe- 
re Struktur den jeweiligen Anforderungen der Umge- 
bung, in die sie Implantiert werden soli, nicht angepaBt 
werden kann. AuBerdem ist die Hersteliung der auBeren 
Schicht bei diesem Verfahren mit aufwendigen Schritten 
verbunden, da die SuBere Struktur nach einem Gefrler- 
trocknungsprozeB erst auf die erwunschte Schichtdicke 
zuriickgeschnitten werden muB, was zu einem betrficht- 
lichen Materialverbrauch fuhrt. 
[0018] An Implantate werden also besondere mecha- 
nische und strukturelle Anforderungen gestellt. So sol- 
len sie neben einer ausreichenden Strukturstabilitfit 
auch ein auf das zu ersetzende Gewebe abgestimmtes 
Kraft- und Dehnungsverhalten besitzen. Implantate 
mussen auBerdem verschiedene PaBformen, L&ngen 
und Durchmesser besitzen. Zudem spielt die Mikro- 
strukturierung, wie z.B. die innere Poren struktur, eine 
wichtige Rollefurdie Besiedelung mit Zellen undfurein- 
wachsendes Gewebe. Die Implantate sollen sich des 
weiteren dadurch auszeichnen, daB sie keine immuno- 
logischen Allergien oder Reaktionen ausldsen und daB 
sie dem jeweiligen Gewebe, in das sie implantiert wer- 
den, optimal angepaBt slnd. 

[001 9] Der Erf indung liegt daher die Aufgabe zugrun- 
de, ein Implantat sowie ein Verfahren zu seiner Herstel- 
iung bereitzustellen, wobei das implantat mit verschle- 
denen Zellarten besiedelt und eine Abkapseiung der 
Fremdstruktur Oder - im Falle einer GefaBprothese - ein 
Verstopfen verhindert wird. 

[0020] Bei dem eingangs genannten Verfahren wird 
diese Aufgabe erfindungsgemaB gelost durch die Her- 
steliung eines Implantats mit einer strukturierten Fremd- 
struktur und einer darin zumindestteilweise verankerten 
pordsen Proteinmatrix mit gerichteter Porenstruktur. 
[0021] Ferner wird die Aufgabe geldst durch ein Im- 
plantat mit in einer strukturierten Fremdstruktur zumln- 
dest teilweise verankerten Proteinmatrix mit gerichteter 
Porenstruktur gelost. 

[0022] Die Fremdstruktur kann verschiedene Funktlo- 
nen ubernehmen, wie z.B. eine Stutzfunktion oder die 
Funktion einer Barriere gegen Feuchtigkeitsveriust und 
Infektion. Letzteres kann bspw. bei einem Hautimplantat 
erforderiich sein. Eine weitere mogliche Funktion der 
Fremdstruktur ist die Nahrstoffversorgung in groBlumi- 
gen Implantaten. Hierzu kann die Fremdstruktur als 
Hohlfasernetz ausgeblldet sein, zumindest aber einige 
Hohlfasern enthalten. 

[0023] Bei einer Besiedelung des erfindungsgema- 
Ben Implantats mit Zellen konnen diese zugig entlang 



den Proteinfasem in die Matrix einwandern, da die Po- 
renstruktur und PorengrdBe spezifisch fur die jeweilige 
Zellart eingestellt werden kann. 
[0024] Durch die Verankerung der Proteinmatrix mit 
5 gerichteter Porenstruktur in der Fremdstruktur wird au- 
Berdem eine ausreichende Stability des gesamten Im- 
plantats gewahrleistet. 

[0025] Bei einer bevorzugten Ausgestaltung des er- 
findungsgemdBen Verfahrens wird als strukturierte 
io Fremdstruktur ein bestandiges kunstliches Material ver- 
wendet, das aus einer Gruppe, umfassend Polytetraf- 
luorethylen, Polyurethan, Polystyrol, Polyester, Keramik 
oder Metalle ausgewShlt ist. 

[0026] Expandiertes Polytetrafluorethylen (ePTFE) 
15 hat sich in den ietzten Jahren als bevorzugtes kunstli- 
ches Material fur Implantate durchgesetzt. Dieses Ma- 
terial ist poros und derart gestaltet, daB bei einer Im- 
plantation die Zellen nicht efnwachsen kdnnen. Bei die- 
sen, dem Stand derTechnik entsprechenden GeffiBpro- 
20 these n ist durch die Beschaffenheit der Poren auch da- 
fOr gesorgt, daB keine (Blut-) Flusslgkeit durch die Po- 
ren austreten kann. 

[0027] In einer anderen bevorzugten Ausgestaltung 
des erfindungsgemSBen Verfahrens wird als strukturier- 

25 te Fremdstruktur ein resorbierbares kunstliches Materi- 
al verwendet, das aus der Gruppe, umfassend Polylac- 
tid, Poly-Glykolsaure, Polyhydroxyalkanoate oder de- 
ren Copolymere ausgew§hlt ist. 
[0028] Dabei ist nicht ausgeschlossen, daB als struk- 

30 turiertes Fremdmaterial auch andere reversible naturli- 
che Materialien, ausgewShlt aus einer Gruppe, umfas- 
send Chitin, Cellulose, Kollagen oder Hydroxylapatite 
(Calciumphosphat), verwendet werden. Diese kdnnen 
z.B. in Form einer pberfldchlich strukturierten Folie als 

35 Fremdmaterial elngesetzt werden. Zu den verwendba- 
ren Calcium-phosphat-Verbindungen zahlen bspw. 
Apatit, Tricalciumphophat und Tetracalciumtriphosphat, 
kombinlert mit Calclumhydroxid. 
[0029] Alternativ kann die strukturierte Fremdstruktur 

40 aus Materialkombinationen der oben genannten Mate- 
rialien zusammengesetzt sein. 
[0030] Die Form der Fremdstruktur kann beliebig ge- 
wahlt sein. Sie kann somit z.B. als Hautimplantat eben 
ausgew&hlt sein, oder als GeffiBimplantat tubuldr aus- 

45 gestaltet sein, wobei diese tubulSre Ausgestaltung be- 
liebig geformt sein kann, z.B. als verzweigter oder un- 
verzweigter Tubus etc. Fur andere Anwendungszwecke 
wie z.B. Knorpel, Knochen kann sie auch als Zylinder, 
Rechteck oder Herzklappe gestaltet sein. Wenn die 

50 Fremdstruktur Hohlfasern umfaBt, konnten diese in die 
Proteinmatrix eingebettet sein und als Leitungen f Or die 
Nahrstoffversorgung von Zellen dienen, mit denen die 
Proteinmatrix besiedett werden kann. 
[0031] Weiterhin ist bevorzugt, wenn bei dem erfin- 

55 dungsgemSBen Verfahren die Proteinmatrix aus einer 
Suspension, Dispersion oder Paste mit Kollagen und 
loslichen, nicht-kollagenen Bestandteilen hergestellt 
wird. 
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[0032] Kollagen ist das haufigste Protein im mensch- 
lichen Korper und stellt einen wesentlichen Bestandteil 
derextrazellulSren Matrix von Haut, GefSBen, Knochen, 
Sehnen, Knorpel, Zahnen etc. dar. Die Verwendung von 
nativem Kollagen ist vorteiihaft, da Kollagen als Bioma- 
terial eine Vielzahl an positiven Eigenschaften aufweist. 
[0033] Nicht-kollagene Begleitstoffe konnen Wachs- 
tumsfaktoren, Wirkstoffe Oder andere Bestandteile der 
extrazelluiaren Matrix, wie z.B. Elastln, Laminin, Flbro- 
nektin, Hyaluronsaure, Glykosaminoclycane sein. Die 
losltchen Bestandteile umfassen einerseits Sfiuren wie 
HCI, EssigsSure Oder Ascorbinsdure, da bekannt ist, 
daft der optimale pH-Bereich zur Herstellung gef rlerge- 
trockneter KollagenschwSmme zwischen 2,5 und 3,5 
iiegt. Andererseits konnen Idsliche Zusatzstoffe wie 
Glycerin oder Ethanol oderfeindispergierte wie z.B. Cal- 
ciumphosphat etc. als Begleitstoffe eingesetzt werden, 
da durch ihre Konzentration die Eiskristallmorphologie 
und somit die Porenstruktur eingestellt werden kann. 
[0034] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des er- 
findungsgemaBen Verfahrens wird die Suspension 
gleichmaBig auf die Fremdstruktur aufgebracht und 
durch Druck, Vakuum oder Zentrifugation zumindest 
teilweise in diese eingebracht. 
[0035] Durch das gleichmaBige Aufbringen der Sus- 
pension wird eine einheitliche Schichtdicke gewahrlei- 
stet, was ein nachtragliches Bearbeiten oderZuschnei- 
den unnotig macht und somit zusatzliche Arbeitsschritte 
vorteiihaft erspart. Dabel konnen Wandstarken zwi- 
schen 0,1 cm und 5 cm eingestellt werden. Druck, Va- 
kuum oder Zentrifugation konnen derart geregelt wer- 
den, daft die Suspension kontrolliert und mit einer be- 
stimmten Tiefe in die strukturierte/porose Fremdstruktur 
eingebracht wird. Dabel ist es von Vorteil, wenn die Pro- 
be wahrend dieses Prozesses temperiert wird, da die 
Viskositat der Suspension temperaturabhangig ist. 
[0036] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des er- 
findungsgemaBen Verfahrens wird die gerichtete Po- 
renstruktur der Proteinmatrix durch einseitiges Abkuh- 
len einer Oberf lache und gleichzeitiges Isolieren der an- 
deren Oberfldche ausgebildet. Dabei wird die Protein- 
suspension kontinuieriich oder stufenweise auf einer 
Seite kontrolliert abgekuhlt, wobei die andere Seite 
durch einen Isolator, beispielsweise Luft, Gase oder Te- 
flon abgegrenzt wird. wahrend des Einfrierprozesses 
kann die Suspension teilweise oder vollstandig auskri- 
stallisieren. Die Kollagene und gelosten Stoffe werden 
dabei groBtenteils von der wachsenden zellularen Eis- 
phasenfront verschoben, wobei die suspendierten Pro- 
teine und die gelosten oder dispergierten Stoffe zwi- 
schen den Eiskristallen hoch aufkonzentriert werden. 
Durch die Kuhlrate und die chemische Zusammenset- 
zung der Proteinsuspension konnen die Eiskristallstruk- 
tur und -gr6Be bei einer beliebigen Schichtdicke vorteii- 
haft eingestellt werden. 

[0037] Die WO 99/27315 offenbart ein Einfrierverfah- 
ren, wobei aber jeweils an zwei gegenOberliegenden 
Seiten gleichmaBig heruntergekuhlt wird. Dlese Druck- 



schrift fuhrt jedoch aus, daB ein einseitiges Abkuhlen 
nachtetlig ist und zu keiner gerichteten Porenstruktur 
fuhrt. 

[0038] Wie jedoch in dem erfindungsgemaBen Ver- 
s fahren gezeigt werden konnte, wachsen auch wShrend 
des einsertigen Einfrierprozesses die Eiskristalle nahe- 
zu parallel zu dem Temperaturgradienten gerichtet 
durch die Probe. Dadurch, daB die Proteinsuspension 
in die Fremdstruktur eingebracht ist, wachsen die Eis- 
'0 kristalle auch teilweise in die Fremdstruktur ein. 

[0039] Die gerichtete Porenstruktur ist erwunscht, da 
die Struktur somit dem jeweiligen Gewebe optimal an- 
gepaBt werden kann. Eine Anpassung der Porenstruk- 
tur und -groBe verbessert das Migrationsverhalten des 
15 umltegenden Gewebes. 

[0040] Dabei ist bevorzugt, wenn die PorengrdBe der 
Proteinmatrix gezielt zwischen 5 \im und 500 jxm einge- 
stellt wird. 

[0041] In einer Weiterfuhrung des erfindungsgema- 

20 Ben Verfahrens ist bevorzugt, wenn die Probe nach dem 
Abktihlen gefriergetrocknet wird. 
[0042] Bei dem Gef riertrocknungsprozeB sublimieren 
die Eiskristalle, wodurch Hohlraume entstehen, die den 
gerichteten Poren der Struktur entsprechen. Bei einer 

25 Implantation konnen die Zellen des umliegenden Gewe- 
bes also entlang den Proteinfasem in das Implantat ein- 
wachsen. Durch den Wasserentzug wahrend der Sub- 
limation bllden sich kovalente Bindungen zwischen den 
Kollagenmolekulen aus, wodurch die Matrix eine er- 

30 wunschte Stabilitat erhalt. Dabei ist es vorteiihaft, daB 
der Vemetzungsgrad durch den Gef riertrocknungspro- 
zeB oder durch eine chemische Behandlung des gef rier- 
getrockneten Produktes gezielt eingestellt werden 
kann. Die durch den Gef riertrocknungsprozeB entstan- 

35 dene Proteinmatrix Ist direkt mit der Fremdstruktur ver- 
ankert, und es sind keine weiteren Schritte zur Verbin- 
dung der Fremdstruktur mit der Proteinmatrix notig. 
[0043] Bevorzugt ist weiterhln, wenn die Struktur 
nach der Gefriertrocknung sterilisiert wird. Dies ist eine 

to erwunschte Voraussetzung zur Lagerung oder direkten 
Verwendung der Strukturen. 

[0044] Die Struktur kann nun direkt implantiert wer- 
den, oder aber in einer bevorzugten Ausfuhrung des er- 
findungsgemaBen Verfahrens mit Zellen besiedelt wer- 

45 den. Als Zellen k6nnen hlerbei xenogene, allogene oder 
autologe Spenderzellen, Stammzellen oder Zellinien 
eingesetzt und anschiieBend kultiviert werden. Diese 
Besiedelung wird dabei vorzugsweise in elnem Biore- 
aktor unter physiologischer Belastung durchgefuhrt, 

50 wobei je nach Anwendung eine Co-Kultivierung der im 
naturlichen Gewebe enthaltenen Zellarten vorgesehen 
ist, die zudem zu unterschied lichen Zeitpunkten auf die 
Struktur aufgebracht werden konnen. 
[0045] Die Struktur kann dabei bis zur festen Adhdsi- 

55 on der Zellen kultiviert oder aber so lange inkubiert wer- 
den, bis ein Ab- bzw. Umbau der resorbierten Bestand- 
teile stattgefunden hat. Die Kultivierungsdauer ist von 
der jeweiligen Form der Struktur und von den eingesetz- 



4 



EP 1 275 405 A1 



ten Zellen abhangig. 

[0046] Dies hat den Vorteil, daB beispielsweise Gefa- 
Bimplantate erst mit einer inneren Epithelzell-Schicht 
versehen werden konnen, wodurch vor allem beim Ein- 
satz von autologen Spenderzellen Thrombogenisierung 
und Kalzifizierung des Imptantats vermfeden werden. 
[0047] Die Struktur kann auBerdem je nach Bedarf 
vor der Implantation mit Wirkstoffen beladen bzw. be- 
schichtet werden, wie beispielsweise Hirudin, Aspirin, 
Heparansutfat, Albumin oder ahnlichem. Die Wirkstoff- 
abgabe kann vorzugsweise durch eine zusdtzlich auf- 
gebrachte Hydrogelbeschichtung oder durch die Art der 
Anbindung der Wirkstoffe kontrolliert werden. 
[0048] Durch die Erfindung wird mit einfachen Mitteln 
errelcht, daB das Implantat den jeweiligen Anforderun- 
gen des umllegenden Gewebes durch die Ausbildung 
einer gerichteten Porenstruktur einfach und eff izient an- 
gepaBt werden kann. Gleichzeitig zeichnet sich ein 
nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestelltes 
impiantat durch mechanische Stabilrtat und biologische 
Kompatibilitat aus. Zudem kann sle in sehr unterschied- 
lichen geometrischen Formen hergestelit werden und 
so neben anderen Einsatzbereichen auch bei pharma- 
zeutischen und kosmetischen Anwendungen sowie in 
der Geweberekonstruktion eingesetzt werden. 
[0049] Das Verfahren bietet die Moglichkeit, in weni- 
gen Schritten und ohne technlschen oder materiellen 
Aufwand gut resorbierbare Implantate mit einem gerin- 
gen Fremdmaterialanteil herzustellen. 
[0050] Die einzusetzenden Mengen an Material, vor 
allem die der Proteinmatrix, kdnnen genau berechnet 
werden, so daB ein unnotlger Materialverbrauch ver- 
mieden wird. Dadurch kann auBerdem gleichzeitig die 
erwQnschte Schichtdicke des Implantats eingesteilt 
werden. Mit dem Verfahren lassen sich Schichtdlcken 
der Proteinmatrix zwischen 0,1 und 5 cm herstellen. 
[0051] Die Ausbildung einer gewunschten Poren- 
struktur kann leicht berechnet und mit einfachen Mitteln 
ausgefuhrt werden, so daB eine aufwendige Konstruk- 
tion von z.B. Schablonen entf&lit, was eine deutliche 
Zeit- und Kostenerspamis zum Vorteil hat. 
[0052] Weitere Vorteile ergeben sich aus der Be- 
schreibung und der beigefugten Zeichnung. 
[0053] Es versteht sich, daB die vorstehend genann- 
ten und die nachstehend noch zu eriauternden Merkma- 
le nicht nur in der jeweils angegebenen Kombination, 
sondern auch In anderen Komblnationen oder in Allein- 
stellung verwendbarsind, ohne den Rahmen dervorlie- 
genden Erfindung zu verlassen. 
[0054] Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung sind in 
der Zeichnung dargestellt und werden in der nachfol- 
genden Beschreibung naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine detalllierte Schnittdarstellung eines Aus- 
fuhrungsbeisplels eines erfindungsgemaBen 
Implantats; 

Fig. 2 einen Querschnitt eines weiteren Ausfuh- 
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rungsbeispiels eines erfindungsgemaBen Im- 
plantats, ndmlich einer GefaBprothese; 

Fig. 3 ein Beispiel fur den Temperaturveriauf bei ein- 
5 seitig geregelter Temperierung; 

Fig. 4 eine Vorrichtung zur Herstellung eines Implan- 
tats mit gerichteter Porenstruktur. 

10 Fig. 5 einen vergroBerte Schnittdarstellung der Vor- 
richtung aus Fig. 4 

[0055] In Fig. 1 bezeichnet 10 insgesamt ein Impian- 
tat mit einer inneren Fremdstruktur 11 mit geschlosse- 

*5 nen Poren 12 und durchgangigen Poren 13 und auBer- 
dem mit einer auBeren Proteinmatrix 1 4, die aus langen 
Proteinfasem 1 5 besteht. Die Proteinfasern 15 liegen in 
dunnen Proteinfolien 16 und einzelnen kurzen Protein- 
fasern 17 vor, die zusammen Poren 18 bilden. 

20 [0056] Wahrend des Herstellungsprozesses veran- 
kert sich die Proteinmatrix 1 4 in der inneren Fremdstruk- 
tur 11 , die durch die geschlossenen und durchgangigen 
Poren 12 und 13 strukturiert 1st. Die Proteinmatrix 14 
besteht aus kovaient vernetzten Proteinfasern 15, die 

25 aufgrund des noch zu beschreibenden Herstellungsver- 
fahrens und der Anisotropie von Eis sehr dunne Protein- 
folien 16 bilden und durch einzelne kurze Proteinfasern 
17 mrteinanderverbunden sind. Die durchgangigen Po- 
ren 1 3 der Fremdstruktur 1 1 sind groB verglichen zu den 

30 Poren 1 8 der Proteinmatrix 1 4, so daB sich die Struktur 
der Proteinmatrix 14 in den Poren 13 der Fremdstruktur 
11 ungehlndert fortsetzen kann. Die Proteinmatrix 14 
wird durch die direkte Verbindung mit der Fremdstruktur 
11 gegenuber mechanischen Belastungen stabilisiert, 

35 in den Poren 1 8 der Proteinmatrix 14 konnen Zellen und 
Fliissigkeiten aufgenommen werden, wobei die Protein- 
folie 16 und die kurzen Proteinfasern 17 hierbei Adha- 
sionsfiachenfQrdie Zellen bilden. Bei einer Verwendung 
von Kollagen als Proteinbestandteil konnen die ange- 

40 hefteten Zellen das resorbierbare Tragermaterial in kor- 
pereigene extrazellulare Matrix umbauen. 
[0057] In Fig. 2 ist eine GefaBprothese 20 gezeigt, die 
nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestelit 
wurde. Bei diesem Implantat ist eine Proteinmatrix 21 

^5 jn einer Fremdstruktur 22 tief verankert. Eine Innen- 
wand 23 der GefaBprothese 20 bildet die Grenze zum 
Lumen 24. Die Proteinmatrix 21 besteht aus Proteinfa- 
sern 25 mit Poren 26. Die Proteinfasern 25 stehen uber 
durchgangige Poren 27 der Fremdstruktur 22 mit dem 

50 Lumen 24 in direktem Kontakt. 

[0058] Durch die Fremdstruktur 22 wird der Prothese 
20 eine ausreichende Stabilitat verliehen. In die gerich- 
tet verlaufenden Poren 26 der Proteinmatrix 21 konnen 
Zellen wie z.B. Fibroblasten zugig einwachsen. Zusatz- 

55 Hch kann die Innenwand 23 der GefaBprothese 20 mit 
Endothelzellen besiedelt werden, urn eine Thromboge- 
nttat der Prothese zu vermeiden. 
[0059] Es dart an dieser Stelle angemerkt werden, 



5 



4 



9 



EP 1 275 405 A1 



10 



daB die in Fig. 2 gezeigte Gef aBprothese 20 n ur ein Aus- 
fuhaingsbeispiel verkdrpert. Die Erfindung ist daneben 
auch in anderen Formen und Funktionen elnsetzbar, 
wie z.B. a!s Patches bei Hautimplantaten, als Zyiinder 
oder Rechteck bei Knorpel- und Knochenimplantaten 
oder Herzklappen. 

[0060] Durch das Verfahren konnen Implantate mit 
unterschiediichen Schichtdicken der Proteinmatrix her- 
gesteltt werden. Um eine bestimmte Proteinmatrix- 
Schichtdicke zu erreichen, wird ein bestimmterTempe- 
raturveriauf angeiegt. 

[0061] Fig. 3 zelgt den Temperaturverlauf bei elner 
konstanten AbkQhlrate einer Koliagensuspension von 
-9 K/min in verschiedenen Schichtdicken, aufgetragen 
Qber die Zeit. Die Temperaturverifiufe wurden in folgen- 
den Schichtdicken d gemessen: 2,5; 2; 1,5; 1 und 0,5 
cm. Der MeBpunkt 30 fur die Temperaturverlauf e ist in 
dem Ausschnltt rechts neben dem Diagramm schema- 
tisch dargestellt. Der von den Pfellen 31 begrenzte Be- 
reich d gibt die Schichtdicke der Proteinmatrix (hier be- 
stehend aus Kollagen) wieder. Mit 32 ist ein Kunststoff 
dargestellt, der ais Fremdstruktur dient. Die Pfeile 33 
geben die Abkuhlrichtung an. So sind z.B. fur eine 
Wandstarke von 1 cm zwischen 10 und 15 min ndtig, 
um -50 °C zu erreichen. Die unterste Kurve 33 des Dia- 
gramms zeigt den Temperaturverlauf fur Wandstarken 
< 1 mm. Fur diese Wandstarken ist durch Extrapolation 
eine Abkuhlzeit von 5-1 0 min zu erwarten, um -50 °C zu 
erreichen. Unter diesen Bedingungen wachsen Eiskri- 
stalle einer GrdBe von ca. 35 u.m im Durchmesser durch 
die Koliagensuspension. 

[0062] Fig. 4 zeigt eine Vorrichtung zur Herstellung ei- 
nes Ausfuhrungsbeispiels des erf indungsgemSBen Ver- 
fahrens, namlich einer Gef aBprothese. Eine schlauch- 
fdrmige, vorgefertigte Fremdstruktur 40 wird an ihren 
Enden jeweils auf zwei Metallrohre 41 und 42gespannt, 
wobei auf dem Metallrohr 41 ein Ring 43 befestigt ist 
und das Metallrohr 42 einen Flansch 44 aufweist. Der 
Ring 43 und Flansch 44 sind jeweils in einem bestimm- 
ten Abstand a von den Enden der Metallrohre 44 und 
45 entfernt. 

[0063] Die Vorrichtung zeigt auBerdem eine Folie 47, 
die durchgehende Vertief ungen 48 und 49 besitzt, deren 
AusmaB dem Ring 43 und dem Flansch 44 entspricht. 
Der Abstand b der Vertiefungen entspricht der Lange 
der Anordnung aus dem Ring 43 und dem Flansch 44 
und der dazwischengespannten Fremdstruktur 40. Die 
Folie 47 kann auf ihrer zwischen den Vertiefungen 48 
und 49 liegenden Flache 50 mit einer Proteinsuspensi- 
on beschichtet werden und anschlieBend um die Anord- 
nung aus Metallrohren 41 , 42 und der dazwischenge- 
spannten Fremdstruktur 40 gewickelt werden, was 
durch einen Pfeil 51 angedeutet ist. Die Metallrohre 41 
und 42 konnen uber ihre jeweiligen freien Enden mit ei- 
ner Vakuumpumpe verbunden werden, wie durch die 
Pfeile 52 und 53 gezeigt ist. 

[0064] In Fig. 5istelnevergr6BerteSchnittdarstellung 
der Vorrichtung aus Fig. 4 gezeigt. Es wurden gleiche 



Bezugszeichen wie in Fig. 4 verwendet, sofern sie sich 
auf dieselben Merkmale beziehen. 
[0065] In die Vertief ung 49 der Folie 47 ist der Flansch 
44 des Metallrohres 42 eingebracht. Uber das Ende 46 

s des Metallrohrs 42 ist die schlauchfdrmige Fremdstruk- 
tur 40 gezogen. In der Abbildung Ist das Metallrohr 42 
durch den Ring 43 in die schlauchfdrmige Fremdstruktur 
40 bis zum Ende des Metallrohres 46 eingebracht. Zwi- 
schen der Oberfl&che 50 der Folie 47 und der schlauch- 

10 fdrmigen Fremdstruktur 40 ist mit d die Schichtdicke der 
Protelnsuspension angegeben, die durch den Abstand 
der Folie 47 von der schlauchfdrmigen Fremdstruktur 
40 bestimmt wird. Diese Schichtdicke kann durch An- 
dern derTlefe der Vertiefungen 48 und 49 oder der Lan- 

15 ge des Flansches 44 und des Ringes 43 beliebig einge- 
stelft werden. 

[0066] Anhand des unten beschriebenen Beispiels 
wird die Anwendung der Vorrichtung gezeigt. 

20 Beispiel: Hersteilung einer erfindungsgemaBen 
Gef&Bprothese 

[0067] Nach bekannten Verfahren wird eine 
schlauchfdrmige Fremdstruktur 40 aus expanded Poly- 
ps tetrafluorethylen (ePTFE) mit einem Innendurchmesser 
von 4 mm und einer Wandstarke von 1 00 u/n hergestellt. 
Durch Verstreckung wird eine sehr hohe Porositat er- 
zielt, so daB die mittlere PorengrdBe, bestimmt durch 
den Abstand der PTFE-Knoten, 60 u.m betragt. 
30 [0068] Die Enden des Schlauches, dessen Gesamt- 
lange 340 mm betnlgt, werden jeweils mit 15 mm auf 
konzentrisch doppeliumige Metallrohre 41 , 42 mit Au- 
Bendurchmesser4,1 mm geschoben. Das Metallrohr 42 
besitzt im Abstand von 15 mm von seinem Ende 46 ei- 
35 nen Flansch 44. Auf dem zweiten Rohr bef indet sich ein 
Ring 43, der durch eine Muffe auf das Rohr geklemmt 
werden kann. Der Ring 43 besitzt eine Klemmvorrich- 
tung 54, in die das eine Ende der Fremdstruktur 40 In 
den Ring 43 eingeklemmt werden kann. Die freien En- 
40 den der Metallrohre konnen mit einer Vakuumpumpe 
verbunden werden. 

[0069] Parallel dazu wird eine waBrige Koliagensus- 
pension mit einer Viskositat von 8 Pa x s bei 25 °C aus 
2 Gew.-% unldslichem Kollagen Typ 1 , Isoliert aus Rin- 

45 derhSuten, und 2 Gew.-% Ascorbinsaure hergestellt. 
Der pH-Wert der Suspension wird mit SalzsSure auf 3,4 
eingestellt. Diese Suspension wird auf eine rechteckige 
Folie 47 mit den Abmessungen 350 mm x 1 9 mm in einer 
gleichmSBigen Schichtstarke von 1 mm mit einer Rakel 

so aufgetragen. 

[0070] Die Folie 47 besitzt eine ausreichende Festig- 
keit und besteht beispielsweise aus Teflon. Vorteilhaft 
ist, wenn die kurzeren Seiten der Folie 47 mit jeweils 
einer Vertlefung 48, 49 versehen sind, deren Abstand 

55 dem des Ringes 43 und des Flanschs 44, zwischen wel- 
chen die schlauchfdrmige Fremdstruktur 40 gespannt 
liegt, entspricht. Durch dieTiefe der Vertiefungen 48, 49 
und durch eine Anderung des Flanschs 44 und des 
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Rings 43 kann auBerdem die Wandstarke der Probe 
festgelegt werden. 

[0071] AnschlieBend werden der Ring 43 und der 
Fiansch 44 der Metallrohre 41 , 42 in die Vertief ungen 
48, 49 der mit der Kollagensuspension beschichteten 
Folie 47 gesetzt und die Folie 47 auf einem ebenen 
Tisch um die Anordnung aus schlauchfdrmiger Fremd- 
struktur 40 und MetallrohranschlOssen gewickelt. Da- 
durch wird eine Form fur die zu fertigende GefSBprothe- 
se gebildet, mit dem Fiansch 44 und dem Ring 43 ais 
Seitenbegrenzung und der Folie 47 ais AuBenbegren- 
zung und gleichzeitlge Isolationsschicht. Daraufhin wer- 
den die Metallrohre uber ihre freien Enden an eine Va- 
kuumpumpe angeschlossen. Mit Hilfe der Vakuumpum- 
pe wird eln leichter Unterdruck von 100 mbar angelegt 
und die Suspension In die Poren des ePTFE-Schlauchs 
gesaugt. AnschlieBend wird das eine Metallrohr 41 , das 
einen AuBendurchmesser von 4 mm hat, durch den 
Ring 43 bis zum Ende des anderen Metallrohres 46 vor- 
geschoben. Am Ende des Metallrohres 41 befindet sich 
eine Dichtung 55, so daB an dieser Verblndungsstelle 
(Metallrohr 41 zu Metallrohr 42) keine KOhlflussigkeit 
austreten kann. 

[0072] AnschlieBend wird die Kollagensuspension 
durch einen einseltig kontrollierten Einfriervorgang ge- 
richtet erstarrt. Dazu wird die Temperatur des Metallroh- 
res 41, welches nun ais Kuhlrohr fungiert, von Raum- 
temperatur (ca. 25 °C) auf -50 °C mit elner konstanten 
Kuhlrate von 6 K/min abgesenkt. Ais Kuhlmedium dient 
Isopropanol, zur gleichmaBigeren Temperaturvertei- 
lung entlang dem Metallrohr wird das Kuhlmedium ge- 
teilt und im Gegenstrom durch die zwei konzentrlsch an- 
geordneten Lumina zum Thermostat zuruckgefuhrt. 
[0073] Nach dem Einfrieren wird die Folie 47 entfernt. 
Die Proben werden bei -70 °C mindestens 12 h gelagert 
und anschlieBend gefriergetrocknet. Dabei wird die 
Kondensatortemperatur auf -85 °C gehalten, bis der 
Wassergehalt der entstandenen Koilagenmatrix < 10 
Gew.-% ist. Im AnschluB wird die Koilagenmatrix der 
Form entnommen und bei 5 x 10 -5 bar Unterdruck fur 
ca. 14 h einer Temperatur von 106 °C ausgesetzt, um 
das Kollagen dehydrotherm zu vernetzen. 
[0074] Die Enden der Proben werden dann jeweils im 
Abstand von 20 mm vom Probenrand abgetrennt. 
[0075] Nach einer darauffolgenden Sterilisation ist die 
nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestellte 
GefaBprothese aus Kollagen mit ePTFE-Verstfirkung 
zur Besiedelung mit Myofibroblasten und Endothelzel- 
len in einem Zellreaktor bereit. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung eines Implantats mit ei- 
ner strukturierten Fremdstruktur und einer darln zu- 
mindest teilweise verankerten porosen Proteinma- 
trlx mit gerlchteter Porenstruktur. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zelchnet, daB ais strukturierte Fremdstruktur ein 
bestandiges kQnstliches Material verwendet wird, 
das aus einer Gruppe, umfassend Polytetrafluore- 

5 thylen, Polyurethan, Polystyrol oder Polyester, Ker- 
maik Oder Metall ausgewahlt Ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zelchnet, daB ais strukturierte Fremdstruktur ein 

10 resorbierbares kQnstliches Material verwendet 
wird, das aus einer Gruppe, umfassend Poly-Lac- 
tid, Poly-Glykolsdure, Polyhydroxyalkanoate oder 
deren Copolymere, ausgewfihlt ist. 

15 4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ais strukturierte Fremdstruktur ein 
naturliches Material verwendet wird, das aus einer 
Gruppe, umfassend Polysaccharide wie bspw. Chi- 
tin, Cellulose, Kollagen oder Hydroxylapatlte wie 

20 bspw. Calciumphosphat, ausgewahlt ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzelchnet, daB die Proteinmatrix aus 
einer Suspension, Dispersion oder Paste herge- 

25 stellt wird, die unldsliches Kollagen und nlcht-kolla- 
gene, losiiche Bestandteile aufweist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzelchnet, daB die Suspension, Di- 

30 spersion oder Paste durch Druck, Vakuum oder 
Zentrlfugation zumindest teilweise in die Fremd- 
struktur eingebracht wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, da- 
35 durch gekennzelchnet, daB die gerichtete Poren- 
struktur der Proteinmatrix durch einseitiges Abkuh- 
len einer Oberflache der Proteinmatrix und gleich- 
zeitiges Isolleren der anderen Oberflache ausgebil- 
det wird. 

40 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, da- 
durch gekennzelchnet, daB die PorengroBe der 
Proteinmatrix zwischen 5 um und 500 um ausgebil- 
det wird. 

45 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, da- 
durch gekennzelchnet, daB die Proteinmatrix 
nach dem Abkuhlen gefriergetrocknet wird. 

so 10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, da- 
durch gekennzelchnet, daB die Schichtdicke der 
Proteinmatrix zwischen 0,1 und 5 cm ausgebildet 
wird. 

55 11. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 10, da- 
durch gekennzelchnet, daB das Implantat nach 
der Gefriertrocknung sterilisiert wird. 
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12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11 , da- 
durch gekennzeichnet, daB das Implantat vor der 
Implantation mit Zellen besledelt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Implantat vor der 
Implantation mit einem Wirkstoff beladen Oder be- 
schichtet wird, der aus der Gruppe, umfassend 
Hirudin, Aspirin, Heparansulfat oder Albumin, aus- 
gewahlt ist. 

14. Implantat mit einerstrukturierten Fremdstrukturund 
einer darin zumlndest teilweise verankerten pord- 
sen Proteinmatrix mit gerichteter Porenstruktur. 

15. Implantat nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es mit dem Verfahren nach einem 
der Anspruche 1 bis 13 hergestellt wird. 

20 
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